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研究成果の概要（和文）：脊髄運動神経軸索を特定の筋肉へ誘導する分子機構は不明である。本
研究は、総腓骨神経の走行異常を持つ自然発生変異マウスを用いて、運動軸索ガイダンスの分
子機構を明らかにすることを目指した。候補領域の遺伝子配列を調べたが、エクソン及びその
周辺には多型と思われる変異しか存在しなかった。遺伝子発現を調べたところ、候補領域に存
在する遺伝子を含む複数の遺伝子の発現に変化が見られ、遺伝子発現調節異常の可能性が示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms that regulate guidance of spinal motor 
axons to their target muscles are not known. In this study, we tried to elucidate it using a 
spontaneous mutant mouse that shows abnormalities in a particular motor trajectory. We 
examined the sequences of the genes in the critical region but failed to find any mutation 
responsible for the mutant phenotype. However, we found that the expression levels of 
several genes present in the critical region are changed in the mutant mice, suggesting the 
abnormalities in gene regulation.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 脊髄運動ニューロンは特定の筋を支配し
運動を制御する。この特異的な神経投射は、
他のニューロンと同様、発生期に周囲の様々
な誘引性分子と反発性分子の相互作用によ
って制御される。Landmesserらのニワトリ
胚移植実験を用いた先駆的研究により、標的
である筋肉（近傍）に運動ニューロンの軸索
を誘導する手がかりがあることが示唆され
たが、その分子的実体は未だ不明である。一
方、Jessellらは、体軸筋を支配する運動ニュ
ーロンと四肢筋を支配する運動ニューロン
の分化が、時空間的発現パターンの異なる複
数の転写因子の組み合わせにより決定され
機関番号：１２１０２ 
研究種目：基盤研究（C） 
研究期間：2010～2012 
課題番号：２２５００２８４ 
研究課題名（和文） 突然変異マウスを用いた運動神経軸索ガイダンス機構の解析 
研究課題名（英文） Studies on motor axon guidance in a spontaneous mutant mouse 
 
研究代表者 
桝 和子（KEINO-MASU KAZUKO） 
筑波大学・医学医療系・講師 
研究者番号：50344883 
 
ることを示している。また、Charnay、Kania
らは、Ephrin-Eph シグナルが後肢領域の運
動ニューロン軸索ガイダンスを、白崎らは
FGF シグナルが内側運動ニューロンのガイ
ダンスを制御することを報告した。しかしな
がら、脊椎動物において運動ニューロン軸索
を特定の筋肉へ誘導する分子機構について
は未だ不明な点が多い。 
(2) 私は、腓骨筋萎縮マウス（ peroneal 
muscular atrophy: pma）を用いて運動神経軸索
ガイダンス機構を研究している。pmaマウス
は、1981年に報告された突然変異マウスであ
り、後肢（下肢）前方筋である腓骨筋に先天
的な萎縮を持つ。その原因は、発生期に総腓
骨神経が腓骨筋に投射しないためであり、そ
の原因遺伝子を同定すれば、運動神経の軸索
ガイダンスの分子機構を解明することにつ
ながる可能性が高い。これまでに、pmaマウ
スの連鎖解析を行い、候補領域を約 1.1 Mb
まで絞り込んだ。この領域には 20 個の遺伝
子が存在するが、運動ニューロンの分化や軸
索ガイダンスに関わることが知られている
遺伝子は存在しない。BACクローンを収集し、
候補領域全体をカバーする contig を完成し
た。この領域に存在する 20 個の遺伝子につ
いて、全てのエクソンとその周辺の塩基配列
を決定し、コントロールのゲノム配列と比較
を行った。計 235エクソンを調べた結果、ア
ミノ酸翻訳領域での１塩基置換が 47 カ所見
つかったが、フレームシフト変異、ノンセン
ス変異、スプライシング部位での変異など、
遺伝子機能の喪失に直結する異常は見つか
らなかった。アミノ酸の置換を生じる変異が
計 21カ所見つかったが、これらは SNPであ
ると考えられた。 
(3) pmaマウスでは総腓骨神経が欠損してお
り、神経原性の腓骨筋萎縮が観察される。総
腓骨神経が腓骨筋に到達しないことは分か
っているが、総腓骨神経が存在するか、異所
的に別の筋肉へ投射するのか、標的筋に到達
できず細胞死するのかは不明であった。そこ
で、私は、HB9遺伝子のプロモーター下流に
EGFP を持つコンストラクトを遺伝子導入
した、トランスジェニック pma マウスを作
成した。このマウスを用いて pma マウスに
おける運動神経走行の異常を観察したとこ
ろ、胎生 12 日に運動神経の走行に異常があ
ることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
(1) 候補領域内遺伝子の発現異常の検討 
候補領域に存在する 20 個の遺伝子について
ゲノム配列を既に決定したが、フレームシフ
ト変異、ノンセンス変異、スプライシング部
位での変異など遺伝子機能の喪失に繋がる
異常はみつからなかった。そこで、イントロ
ンやプロモーター部位を含む領域の変異で
起こる可能性がある、スプライシング異常や
発現異常がないかを調べる。これらの解析に
より、表現型出現の原因となる遺伝子異常を
同定する。 
(2) 異常投射運動神経軸索の解析 
HB9-EGFP 遺伝子を導入したトランスジェ
ニック pma マウスを用いて、胎児期に腓骨
神経の走行に異常が生じることを見出して
いる。そこで、ホールマウントまたは切片を
用いて、この異常な神経線維の起源を明らか
にする。これにより、腓骨神経の軸索ガイダ
ンス異常が、何時どのように生じるかを明ら
かにし、原因遺伝子との関連を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) pmaマウスと野生型マウスの胎生 12.5日
胚からトータル RNA を抽出し、定法に従っ
てリアルタイム PCR を行う。また、cDNA
を合成して、遺伝子毎に設計したプライマー
を用いて PCR を行い、異常なスプライシン
グなどがないかを調べる。 
(2) HB9-EGFPトランスジェニックマウスを
用いて、胎生 11.5日、12.5日、13.5日に背
側へ異常に投射している運動神経軸索を詳
細に観察する。EGFPの蛍光をホールマウン
トで蛍光顕微鏡を用いて観察する、または、
胎児をパラホルムアルデヒドで固定した後、
抗 GFP 抗体で染色し、顕微鏡で観察する。
胎児が大きくなった場合は蛍光観察ならび
にホールマウント免疫染色が難しくなるの
で、連続凍結切片を作成して免疫染色を行い、
顕微鏡画像を取得した後、Imarisソフトウェ
アを用いて三次元画像に変換し、繊維の走行
を観察する。 
 
４．研究成果 
(1) HB9-EGFPトランスジェニックマウス蛍
光実体顕微鏡で観察した結果、後肢の肢芽に
向けて運動神経が伸長しつつある胎生 12.5
日に、Pmaマウスでは本来の場所に腓骨神経
の走行が見られず、代わりに座骨神経から背
側へ向かって伸長する異常な神経線維走行
が見られた。胎生 13.5日以降は、胎児のホー
ルマウント観察では EGFP の蛍光が十分で
なく観察が困難であった。そこで、細部に渡
る観察も行うことを目的として、連続切片を
作成し、抗 GFP 抗体で免疫染色した後、顕
微鏡写真を撮影し、それらを三次元構成した。
その結果、胎生 12.5日から神経投射の異常が
観察され、その神経線維は少なくとも胎生
14.5 日まで存在していることが明らかとな
った。またその神経線維群は、正常マウスに
おいては比較的細い臀部神経の投射と似た
方向へ伸長しているように見えた。 
(2) イントロン内の変異がスプライシング異
常を引き起こす可能性を考え、pmaマウス胎
児から抽出した mRNAをもとに cDNAを合
成して、その配列を決定した。しかしながら、
これまで調べた範囲内では、野性型と異なる
配列は検出されなかった。 
(3) pmaマウスと野性型マウスの 12.5日胎児
の遺伝子発現を調べたところ、候補領域に存
在する遺伝子を含む複数の遺伝子の発現量
に変化が見られた。従って、遺伝子プロモー
ター、エンハンサー、あるいは染色体構造変
化などを含めた遺伝子発現調節に何らかの
異常が生じている可能性もあると考えられ
る。 
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